猪 胰 


[ 糖 素 样 肽 -2 通过 细胞 外 信和 号 调节 激酶 1/2 调节 仔猪 空肠 上 皮 细 胞 紧密 连接 和 蛋 
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(浙江 省 农业 科学 院 畜 牧 兽医 研究 所 ， 杭 州 310021) 


摘 要 : 本 试验 以 体外 培养 的 仔猪 空肠 上 皮 细 胞 Cporcine small intestinal epithelial cell from 


jejunum, IPEC-J2) 为 研究 对 象 ， 研 究 了 猪 胰 高 血糖 素 样 肽 -2 (porcine glucagon-like 


peptide-2,pGLP-2) 对 紧密 连接 蛋白 表达 的 调节 及 其 信号 传导 机 制 。 培 养 液 中 分 别 添 加 10? 


mol/L pGLP-2 (pGLP-2 组 ) 和 10? mol/L pGLP-2. 10 pmol/L U0126 (pGLP-2+U0126 2H) ， 


对 照 组 不 添加 以 上 试剂 ， 每 组 3 个 重复 ， 每 个 重复 1 个 培养 孔 。 测 定 IPEC-J2 Al ARIE 


蛋白 -1 Czonula occludens-1,ZO-1 ) occludin. claudin-1 以 及 细胞 外 信号 调节 激酶 1/2 


Cextracellular regulated kinase1/2,ERK1/2) 蛋白 表达 量 。 结 果 表 明 : 与 对 照 组 相 比 ，IPEC-J2 


细胞 培养 液 中 添加 pGLP-2 显著 增加 了 ZO-1. occludin, claudin-1 以 及 p42-ERK1/2, 


p44-ERK1/2 的 蛋白 表达 量 (P<0.05); 与 pGLP-2 组 相 比 ， 在 IPEC-J2 细胞 培养 液 中 加 入 


ERK1/2 的 抑制 剂 U0126, 显著 降低 了 ZO-1、occludin、claudin-1 以 及 p42-ERK1/2、p44-ERK1/2 


的 蛋白 表达 量 (P<0.05)。 综 合 得 出 ，ERK1/2 通路 是 pGLP-2 调控 肠 道上 皮 细 胞 紧密 连接 蛋 


白 表达 的 一 条 重要 信号 通路 。 
关键 词 ， 猪 胰 高 血糖 素 样 肽 2， 细胞 外 信号 调节 激酶 /2， 紧 密 连接 蛋白 


中 图 分 类 与 : S828 


all 


胰 高 血糖 素 样 肽 -2 (glucagon-like peptide-2,GLP-2) 能 够 特异 性 地 促进 肠 黏膜 生长 与 损 
HEER, 且 作 用 强 于 以 往 发 现 的 其 他 非特 异 的 肠 生长 因子 , 为 治疗 各 种 因素 引起 的 仔猪 肠 
道 损 伤 和 功能 亲 乱 提供 了 可 能 巾 。 猪 胰 高 血糖 素 样 肽 -2 (porcine glucagon-like 


peptide-2,pGLP-2) 通过 C 端 延长 ， 含 有 35 个 氨基 酸 ， 与 人 胰 高 血糖 素 样 肽 -2 (human 


glucagon-like peptide-2,hGLP-2) 有 具有 相似 的 肠 道 促 生长 作用 ，pGLP-2 在 体内 的 半衰期 非常 
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短 ， 极 易 被 血液 中 大 量 存在 的 二 肽 酰 肽 酶 -IV Cdipeptidyl peptidase-IV,DPP-IV 快速 降解 外。 


GLP-2 通过 作用 于 GLP-2 受 体 (GLP-2 receptorGLP-2R ) 来 调节 肠 上 皮 细 胞 的 增殖 及 抑制 其 


凋 亡 ， 从 而 保护 肠 道 


酰 肌 醇 -3 激酶 / 蛋 E 


(Wnt/B-catenin) 途径 、 


细胞 635。GLP-2 促进 细胞 增殖 、 抑 制 细胞 凋 亡 以 及 细胞 保护 等 作用 的 


调节 涉及 多 种 细胞 信号 传导 途径 ， 主 要 有 环 化 -磷酸 腺 昔 / 和 蛋白 激酶 A CCAMP/PKA ) 或 磷脂 


激酶 B (PL3K/Akt) 途径 、 无 翅 型 MMTV 整合 位 点 /8 -连环 蛋白 


ANS 


胞 外 信号 调节 激酶 1/2 Cextracellular regulated kinase1/2,ERK1/2 ) 


等 信号 通路 ， 但 是 GLP-2 作用 的 信号 传导 机 制 存在 争议 58。GLP-2 功能 的 多 样 性 以 及 研究 


所 用 的 细胞 模型 不 同 是 研究 结果 存在 差异 的 主要 原因 ， 目 前 研究 GLP-2 作用 机 制 的 体外 模 


型 主要 有 Caco-2 细胞 加、 BHK 成 纤维 细胞 四、Hela 细胞 中 和 HEK293 细胞 (8 等。 本 试验 使 用 


仔猪 空肠 上 皮 细 胞 (porcine small intestinal epithelial cell from jejunum,IPEC-J2 ) 作为 研究 对 


象 ， 为 研究 外 源 pGLP-2 在 仔猪 肠 道 损伤 和 功能 紊乱 中 的 应 用 提供 了 肠 源 的 细胞 模型 。 本 试 
验 在 研究 pGLP-2 对 紧密 连接 蛋白 表达 影响 的 基础 上 ， 通 过 添加 ERK1/2 信号 传导 通路 中 的 


抑制 剂 U0126， 研 究 pGLP-2 调控 紧密 连接 蛋白 表达 的 信号 通路 。 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 


IPEC-J2 细胞 系 由 中 国 农业 大 学 动物 科学 院 王 军 军 博士 惠 赠 。[Gly2JpGLP-2〔 肽 序列 


HGDGSFSDEMNTVLDNLATRDFINWLLHTKITDSL) 由 杭州 中 肽 生化 有 限 公 司 合成 。 主 要 


试剂 有 : DMEM/FI2 (Gibco,C11330500BTO 、 胎 牛 血 清 (fetal bovine serum,FBS ) 


€ Gibco,10099133 ) 、 


100x 胰岛 素 铁 硒 传 递 和 蛋白 Cinsulin-transferrin-selenium,ITS ) 


(Sigma,I3 146). Tj- 8E: A (Gibco, 15140122). 表皮 生长 因子 Cepidermal growth factor, EGF) 


(Sigma,E4127) 、0.25% 胰 和 蛋白酶 - 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) (Gibco,25200056) . 44 ERK1/2 


抗体 (Cell Signaling,4376s) , B 肌 动 蛋白 (B-actin〉 抗 体 (Santa Cruz,Sc47778) 、 胞 质 紧 


uA ADXETRE-I Czonula occludens-1,ZO-1) 抗体 (Santa Cruz,Sc10804 ) , occludin 抗体 


CAbcam,Ab312721) , claudin-1 抗体 CAbcam,Ab15099) , U0126 (Cell Signaling,9903) , 


羊 抗 小 鼠 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 免疫 球 和 蛋白 G (IgG-HRP) (Pierce,PA128568) 。 其 他 常规 
试剂 及 试剂 盒 购 置 于 华东 医药 集团 有 限 公司 。 
1.2 试验 方法 及 分 组 


75 


76 


IPEC-J2 培养 于 75 cm? HZ 


DMEM/F12, 5% FBS, 1%ITS, 


80% 细 胞 融合 时 用 0.2596 1] RAS F 


胞 培养 瓶 中 , 37 °C 5% CO; 95% 湿 度 , 使 用 完全 培养 苛 (93% 


190: -8E9:35, 10 ng/mL EGF) 进行 培养 ， 隔 天 换 液 ， 待 


酶 -EDTA 消化 液 ， 按 1x105 个 / 孔 接 种 至 6 孔 板 。 待 80% 


细胞 汇合 时 , 采用 无 血清 培养 基 培 养 , 试验 采用 单 因 子 设计 , 共 设 3 个 处 理 ( 对 照 组 `. pGLP-2 


组 和 pGLP-2+U0126 组 ) ， 每 个 处 理 3 个 重复 ， 每 个 重复 1 个 培养 孔 。 对 照 组 和 pGLP-2 组 


HANA 0. 10° mol/L 的 pGLP-2 的 无 


清 培养 液 过 夜 ，pGLP-2+U0126 组 加 入 10 pmol/L 


U0126 预 处 理 1h 后 ， 加 入 含 10? mol/L pGLP-2 的 无 血清 培养 液 ，24 h 后 弃 去 培养 液 ， 用 预 


PU EIR EET (PBS) 洗涤 


1.3 Western blotting 检测 


2 次 ， 加 RIPA 裂解 细胞 。 


Fi Se AeA pe DUE i PLA ER EE KJ OA (BCA) 定量 试剂 盒 进行 


总 蛋白 定量 。 配 制 10% 分 离 胶 和 5 多 浓缩 胺 ， 每 孔 60 hg MEAE, IL 10-15 uL, RAG 


胶 60 V、 分 离 胶 80 V 电泳 5 h 


左右 。 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) 胶 


在 Tris- 甘 氨 酸 转移 缓冲 液 中 平衡 30 min， 在 冷却 条 件 下 100 V 恒 压 转 膜 2 h。 转 膜 结束 后 ， 


醋酸 纤维 素 (PVDF) 膜 放 到 含 5% 脱 脂 奶 粉 的 吐 温 -Tris- 盐 酸 缓冲 液 CT-TBSO 中 室温 封闭 1 


ho ff ERK1/2 抗体 、ZO-1 SUA. occludin 抗体 、claudin-1 抗体 和 B-actin 抗体 分 别 按 1:1 000、 


1:500. 1:1 000、1:800 和 1:2 000 的 比例 溶 于 含 3% 脱 脂 奶粉 的 T-TBS F, 4 ‘CAL, 


T-TBS 漂洗 5 min， 重 复 4 次 。 加 入 二 抗 (1:2000) ， 室 温 孵 育 1h, T-TBS 漂洗 5 min, 


limi 
Bap 


$2.5 YR. XH SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate 试剂 盒 ， 按 说 明 书 操作 ， 


制备 约 1 mL ECL TEW, zzi BSED 1 min, 保鲜 膜 密封 , 暗盒 中 放 上 X 光 片 曝光 5-10 


min 后 进行 显影 和 和 定 影 。 采 用 Bandscan 5.0 软件 分 析 条 带 的 光 密 度 值 ， 每 个 条 带 重 复 3 次 ， 


按 以 下 公式 对 目的 蛋白 进行 相对 定量 。 


1.4 数据 处 理 和 统计 分 析 


目的 蛋白 表达 量 = 目的 蛋白 光 密 度 值 /B-actin 光 密 度 值 。 


KH SAS 6.12 软件 对 数据 进行 单 因素 方差 分 析 及 Duncan 氏 法 多 重 比 较 , 测 定 结果 以 “ 平 


均值 + 标准 差 " 表 示 。 
2 结 果 


2. pGLP-2 对 紧密 连接 蛋白 及 


ERK1/2 蛋白 表达 量 的 影响 
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由 图 1 可 见 ， 与 对 照 组 相 比 ， 培 养 液 中 添加 pGLP-2 Ja, IPEC-J2 紧密 连接 蛋白 ZO-1、 


c 


occludin, claudin-1 以 及 p42-ERK1/2. p44-ERK1/2 的 蛋白 表达 量 显著 增加 (P<0.05) 。 


2.2 ”抑制 剂 U0126 对 紧密 连接 蛋白 及 ERKU2 SARA EI SAI 


ar 


由 图 1 可 见 ， 与 pGLP-2 组 相 比 ， 在 使 用 ERK1/2 抑制 剂 U0126 预 处 理 后 的 IPEC-J2 中 


添加 pGLP-2， 紧 密 连接 蛋白 ZO-1. occludin, claudin-1 以 及 p42-ERKI/2. p44-ERKT/2 的 


蛋白 表达 量 显著 降低 CP<0.05) 。 


Control 
A ME pGLP-2 
BU pGLP-2+U0126 " 
& 
[el 
S 
pGLP-2 0 10°mol/L 10?mol/L S 20 
>x< 
U0126 — — + = &# 
p44-ERK1/2 号 
& 10 
p42-ERK1/2 
Z 
A 
» , p44-ERK1/2 p42-ERK1/2 
pGLP-2 0 10?moVL 10?moVL B ee 
U0126 — — + 99 EN pGLp-2 
, & ZZ pGLP-2«-U0126 
2 20 
e 
x &# 
Claudin-1 2 = 
8 
2 
Occludin > 10 
á 
[5] 
p-actin 名 j 
ZO-1 Claudin-1 Occludin 


&: 与 对 照 组 相 比 差 异 显著 〈P<0.05) ; #: 55 pGLP-2 组 相 比 差异 显著 (P<0.05) 。 
&: significant difference compared with control group (P<0.05); #: significant difference compared with 


pGLP-2 group (P«0.05). 


图 1 pGLP-2 对 IPEC-J2 紧密 连接 蛋白 和 ERK1/2 蛋白 表达 量 的 影响 


88 Fig.l Effects of pGLP-2 on protein expressions of ERK1/2 and tight junction proteins in IPEC-J2 


90 GLP-2 能 够 有 效 地 促进 肠 上 皮 细 胞 紧密 连接 和 蛋白 的 表达 ， 增 强 肠 道 屏障 功能 。Dong 等 


91 ”报道 GLP-2 能 够 显著 提高 小 鼠 空 肠 紧 连接 关键 重 白 occludin、claudin-3、claudin-7 基因 的 


92  Xik&. Moran 等 00 研 究 发 现 ，GLP-2 不 仅 能 够 显著 增加 Caco-2 细胞 紧密 连接 关键 蛋白 


93  occludin 和 ZO-1 的 蛋白 表达 量 , 还 能 有 效 抑制 由 肿瘤 坏死 因子 wCTNF-o) 应 激 造成 的 occludin 


94 ”和 ZO-1 的 蛋白 表达 量 的 降低 。Wnu 等 中 证 明 一 次 注射 [Gly2JjpGLP-2 微 球 可 有 效 抑制 简 聚 糖 


95 WRA (DSS) 引起 的 小 鼠 结肠 occludin 表达 量 的 降低 。 以 IPEC-J2 为 研究 模型 的 研究 表 


96 HH, GLP- 能 够 显著 地 改善 正常 培养 条 件 下 IPEC-J2 细胞 形态 结构 ， 提 高 紧密 连接 关键 蛋白 


97 occludin, claudin-1 和 ZO-1 基因 的 表达 量 023;，GLP-2 还 能 有 效 的 抑制 脂 多 糖 PS) 应 激 ; 
98 ”成 的 IPEC-J2 细胞 形态 的 破坏 和 紧密 连接 关键 蛋白 基因 表达 量 的 下 降 。 与 以 上 结果 相 一 致 ， 
99 ”本 试验 发 现 PEC-J2 中 添加 pGLP-2 后 ,紧密 连接 蛋白 ZO-1、occludin 和 claudin-1 的 蛋白 表 


fake 


100 ” 达 量 显著 增加 。 


101 在 对 紧密 连接 蛋白 的 调控 研究 中 发 现 ， 众 多 生长 因子 能 够 通过 丝 裂 原 活化 蛋白 激酶 


b 


102 (mitogen-activated protein kinase, MAPK) 信号 通路 调控 紧密 连接 蛋白 的 表达 ， 实 现 对 屏障 


103 ”功能 的 调节 031。ERK1/2 信号 通路 是 经 典 MAPK 信号 传导 途径 ，GLP-2 可 通过 ERK1/2 信和 号 


= 104 ”通路 直接 促进 上 皮 细 胞 增殖 ,Jasleen 等 使 用 10 nmol/L GLP-2 刺激 人 肠 上 皮 细 胞 株 Caco-2， 


:一 105 ”细胞 内 活化 形式 ERK1/2 含量 明显 增加 ， 细 胞 的 增殖 反应 增加 了 10 倍 ;细胞 外 调节 蛋白 激 


106 ” 酶 (MEK) 抑制 剂 PD98059 以 剂量 依赖 性 方式 阻 电 GLP-2 的 促 细 胞 增殖 作用 。 随 后 Jasleen 
间 升 高 ， 这 种 反应 


107 ”等 9 再 次 证 明 GLP-2 促进 Caco-2 细胞 增殖 伴随 着 ERK 磷酸 化 水 平 的 瞬 


= 


108 ”会 被 MEK 抑制 剂 PD98059 所 阻 断 。 但 是 Yusta 等 069 则 报道 20 nmol/L 的 GLP-2 没有 增加 乳 


109 ”仓鼠 肾 成 纤维 细胞 (baby hamster kidney fibroblasts, BHK) ERK1/2 的 磷酸 化 水 平 ， 反 而 降低 


110 T ERK1/2 的 基础 磷酸 化 水 平 ， 认 为 GLP-2 的 信号 传导 不 与 p44/p42 MAPK 途径 相 偶 联 ， 这 


111 ”可 能 与 研究 使 用 的 细胞 为 肾 源 细胞 有 关 。 关 于 试验 所 用 的 细胞 模型 表达 GLP-2R 与 否 对 


112 ”GLP-2R 的 信号 传导 机 制 的 影响 , Koehler 等 四 在 Hela 细胞 上 的 研究 发 现 GLP-2 介 导 ERK1/2 


113 ”的 激活 不 会 通过 减少 GLP-2R cDNA 的 转 染 而 消除 ,Li 等 "7 研究 也 证 明 , 小 鼠 小 胶 质 瘤 BV-2 


114 ”细胞 虽然 不 表达 GLP-2R， 可 是 GLP-2 减弱 LPS 引起 的 BV-2 细胞 炎 性 反应 也 是 通过 抑制 
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141 


ERK1/2 信号 通路 实现 的 。 也 就 是 说 ， 研 究 GLP-2 调节 肠 道 功能 信号 传导 机 制 的 细胞 模型 不 
同 ， 


择 


4 


是 引起 此 方面 研究 结果 存在 争议 的 主要 原因 。U0126 是 MAPK 激酶 MEK1/2 的 高 效 选 


性 抑制 剂 ， 比 PD98059 的 抑制 活性 高 100 倍 。 以 非 竞 争 性 方式 抑制 MEK1/2 激酶 的 活性 


从 而 阻止 分 别 由 ERK2 和 ERK1 基因 编码 的 p42 MAPK 和 p44 MAPK 被 激活 。 本 试验 中 添 


加 


胞 系 是 正常 生理 状态 下 的 新 生 仔猪 空肠 上 皮 细 胞 系 ， 是 最 理想 的 研究 猪 源 的 GLP-2 调节 肠 


道 


Ns 


la 


U0126 Ja, p42-ERK1/2, p44-ERK1/2 的 蛋白 表达 量 显著 降低 ， 且 研究 使 用 的 了 PEC-J2 细 


屏障 功能 的 细胞 模型 。 本 试验 结果 表明 ， 使 用 10? mol/L 的 pGLP-2 处 理 PEC-J2， 可 显 


增加 紧密 连接 蛋白 ZO-1, occludin, claudin-1 以 及 p42-ERK1/2. p44-ERK1/2 的 蛋白 表达 


而 用 ERK1/2 抑制 剂 U0126 预 处 理 后 再 添加 pPGLP-2， 显 著 抑制 紧密 连接 蛋白 ZO-1、 


occludin, claudin-1 以 及 p42-ERK1/2、p44-ERK1/2 的 蛋白 表达 量 ,说 明 ERK1/2 通路 是 pGLP-2 


调控 肠 道上 皮 细 胞 紧密 连接 蛋白 表达 的 一 条 重要 信号 通路 。 


4 


结 论 


ERK1/2 抑制 剂 U0126 能 显著 抑制 pGLP-2 引起 的 ZO-1、occludin、claudin-1 以 及 


p42-ERK1/2、p44-ERK1/2 蛋白 表达 量 的 增加 , 说 明 ERK1/2 是 pGLP-2 调控 肠 道 上 皮 细 胞 紧 


密 连接 重 白 表达 的 一 条 重要 信号 通路 。 
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Porcine Glucagon-like Peptide-2 Regulates Tight Junction Protein Expressions in Porcine Small 
Intestinal Epithelial Cell through Extracellular Regulated Kinase 1/2 Signaling Pathway 
QI Keke SUN Yuging WAN Jin DENG Bo MEN Xiaoming WU Jie XU Ziwei* 
(Institute of Animal Science, Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, 
China) 

Abstract: Porcine small intestinal epithelial cell from jejunum (IPEC-J2) was used to study the 

regulation of porcine glucagon-like peptide-2 (pGLP-2) on protein expressions of tight junction 

and its signaling pathway. Culture mediums were supplemented without (control group) or with 
10° mol/L pGLP-2 (pGLP-2 group) , and 10° mol/L pGLP-2 and 10 umol/L U0126 

(pGLP-2+U0126 group) , respectively. Each group had 3 replicates with 1 culture pore per 
replicate. Protein expressions of zonula occludens-1 (ZO-1), occluding, claudin-1 and 
extracellular regulated kinase1/2 (ERK1/2) in cytoplasm of IPEC-J2 were determined. The results 
showed as follows: compared with control group, the supplementation of pGLP-2 in culture 
medium of IPEC-J2 significantly increased protein expressions of ZO-1, claudin-1, occludin, 
p42-ERK1/2 and p44-ERK1/2 (P«0.05); compared with pGLP-2 group, the supplementation of 

U0126, an inhibitor of ERK1/2, in culture medium of IPEC-J2 significantly decreased protein 

expressions of the above proteins (P«0.05). The results suggest that ERK1/2 pathway is an 


important signaling pathway of pGLP-2 regulating tight junction protein expressions in intestinal 
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